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:【 目 的 ] 昆 忠 气味 结合 蛋白 (0OBPs ) 在 昆虫 嗅觉 行为 中 发 挥 着 重要 作用 。 马 铃 薯 甲 下 
2. decemlineata 是 马 铃 茵 上 一 种 最 主要 的 毁灭 性 害虫 。 为 阅 明 该 虫 噢 觉 识 别 分 子 机 制 ,本 
研究 对 马铃薯 甲虫 26 个 OBP 基因 序列 特征 及 组 织 表达 谱 进 行 研究 。【 方 法 】 基 于 马铃薯 甲虫 触角 
转录 组 测序 数据 ,利用 生物 信息 学 方法 及 qRT-PCR 分 对 马 铃 暮 甲 虫 26 个 LdecOBPs 
(LdecOBP1 - LdecOBP26 ) 的 系统 进化 及 基因 的 组 织 表达 谱 进 行 分 析 。【 结果 】 除 LdecOBP26 基因 
2 其 余 25 个 LdecOBPs 基因 序列 均 具 有 完整 的 开放 cu 120 «255 个 氨基 酸 残 基 ,预测 的 

白 分 子 量 为 13. 66 ~ 29.38 kD ,等 电 点 为 4.12 ~8.42, 它 们 属于 两 个 亚 家 族 ,其 中 13 个 为 
Classical-C OBPs, 12 个 为 Minus-C OBPs。 除 LdecOBP3 和 LdecOBP26 外 ,其 他 24 个 LdecOBPs 的 
N 3539 H 16 ~23 жа Ақ 组 成 的 信号 肽 序列 。 不 同 的 OBPs 亚 家 族 均 有 具有 各 自 典 型 保守 的 Cys Ж, 
基 。LdecOBPs 之 间 高 度 分 化 ,氨基酸 序列 一 致 性 在 3.20% ~41.91%。 系 统 进化 树 分 析 表 明 ， 
LdecOBPs 5 77 Ж tW Galeruca daurica 的 GdauOBPs 亲缘 关系 最 近 。 基 因 表 达 谱 分 析 显 示 ,26 个 
LdecOBPs 基因 在 马铃薯 甲虫 的 不 同 组 织 中 表达 ,其 中 有 12 个 LdecOBPs Ж EJ ( LdecOBP2 , 
LdecOBPA , LdecOBP6 , LdecOBP9 , LdecOBP10 , LdecOBP12 , LdecOBP13 , LdecOBP16 , LdecOBP20 - 
22 和 Ldec0BP24) 在 触角 中 高 表达 ,2 个 LdecOBPs Ж E] ( LdecOBP5 和 LdecOBP17 ) 在 足 中 高 表达 ， 
其 他 12 个 LdecOBPs ЖІК (LdecOBP1, LdecOBP3, LdecOBP7, LdecOBP8 , LdecOBP11, LdecOBP14, 
LdecOBP15 , LdecOBP18 , LdecOBP19 , LdecOBP23 , LdecOBP25 和 Ldec0BP26) 在 触角 、 头 (去 除 触 角 )、 
胸 、 腹 、 足 和 起 这 些 组 织 中 均 表 达 。[【 结论 】 本 研究 结果 为 进一步 研究 马铃薯 甲虫 嗅觉 识别 分 子 机 
制 黄 定 了 基础 。 
关键 词 : DAFP; 气味 结合 蛋白 ; 序列 分 析 ; 组 织 表达 谱 ; 系统 发 育 
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Abstract: [ Aim] Odorant-binding proteins ( OBPs) play a fundamental role in insect olfaction. The 
Colorado potato beetle ( CPB ) , Leptinotarsa decemlineata (Say) , is one of the most notorious insect pests 
of potato. The sequence properties and tissue expression profiles of 26 putative OBP genes of L. 
decemlineata were identified to clarify the molecular mechanisms of its olfactory perception. [ Methods] 
Based on antennal transcriptome sequencing data of L. decemlineata, the phylogeny and tissue-specific 
gene expression profiles of 26 LdecOBPs ( LdecOBPI - LdecOBP26) in L. decemlineata were analyzed by 
bioinformatic methods and qRT-PCR , respectively. [Results] Except LdecOBP26 , the genes of the other 
25 LdecOBPs have the full-length open reading frames, encoding 120 – 255 amino acid residues with the 
predicted molecular weights of 13. 66 — 29. 38 kD and isoelectric points of 4. 12 — 8. 42. Тһе 25 
LdecOBPs belong to two subfamilies, with 13 Classical-C OBPs and 12 Minus-C OBPs. Except 
LdecOBP3 апа LdecOBP26 , each of the other 24 LdecOBPs contains a signal peptide at the N-terminus 
consisting of 16 — 23 amino acid residues. These OBPs in each subfamily have their own typical 
conservative Cys residues. LdecOBPs are highly divergent and their amino acid sequence identities range 
from 3. 2096 to 41. 9196. Phylogenetic analysis showed that LdecOBPs and GdauOBPs of Galeruca 
daurica are most closely related. Gene expression profiling showed the 26 LdecOBPs genes were 
expressed in different adult tissues of L. decemlineata , with 12 LdecOBPs genes ( LdecOBP2 , LdecOBPA , 
LdecOBP6 , LdecOBP9, LdecOBP10, LdecOBP12, LdecOBP13, LdecOBP16, LdecOBP20 - 22 and 
LdecOBP24) highly expressed in antennae, two genes ( LdecOBP5 and LdecOBP17) highly expressed in 
legs, and the other 12 (LdecOBP1, LdecOBP3, LdecOBP7, LdecOBP8, LdecOBPl1, LdecOBP14, 
LdecOBP15 , LdecOBP18 , LdecOBP19 , LdecOBP23 , LdecOBP25 and LdecOBP26) expressed in tissues 
antennae, head ( with antennae removed), thorax, abdomen, legs and wings. [ Conclusion] These 
results establish a foundation for further research on the molecular mechanisms of chemical 
communications in L. decemlineata. 

Key words: Leptinotarsa decemlineata; odorant-binding protein; sequence analysis; tissue expression 


profile; phylogeny 








Ug* S7 HH tH Leptinotarsa decemlineata 属于 鞘翅 
H (Coleoptera) H} HP £| ( Chrysomelidae ) ,是 国际 公认 
АВЕ, иа РВЕ, EZR 
НЫШ Solanum tuberosum 等 20 余 种 茄 科 作 物 ,其 
中 马 铃 昔 是 其 最 适宜 的 寄主 ( 罗 进 仓 等 , 2012) 。 该 
虫 除了 危害 植物 的 茎 叶 、 花 蕾 等 部 位 以 外 ,还 能 传播 
马 铃 昔 褐 斑 病 和 环 腐 病 ,造成 严重 的 经 济 损失 ( 郭 
文 超 等 , 2014) 。 马 铃 车 甲虫 具有 一 定 的 自主 扩散 
能 力 (Boiteau et al., 2001) ZE 1993 年 在 我 国 新 
疆 西 部 首次 发 现 ,目前 在 我 国 新 疆 天 山 以 北 昌吉 
族 自治 州 \ 准 路 尔 倪 地 的 伊犁 河谷 、 塔 城 .阿勒泰 等 
地 区 均 有 分 布 ; 随 着 近 几 年 的 不 断 扩张 ,在 2014 年 
侵入 黑龙 江东 北部 ,对 我 国 马铃薯 主 产 区 生产 安全 
产生 严重 威胁 ( 赵 星 民 和 秦 海 玲 , 2016; WOES, 
2017) 。 目 前 防治 该 虫 仍 以 化 学 防治 为 主 ,但 易 产 
生 抗 药性 (Jiang et al., 2010) 。 如 何 有 效 控制 马 铃 























暮 甲 虫 仍 是 当前 所 面临 的 严峻 问题 ,发展 高 效 环保 
的 马铃薯 甲 虫 防治 新 策略 刻不容缓 。 其 中 ,通过 调 
T Hue 产 卵 等 行为 进行 害虫 防治 是 一 个 重要 的 
研究 方向 。 

昆虫 经 过 长 期 选择 进化 ,形成 高 度 特 化 且 灵 敏 
的 嗅觉 感受 系统 ,并 在 昆虫 的 生存 和 适应 环境 中 发 
挥 重要 作用 。 昆 虫 利用 特异 的 化 学 感受 系统 感知 和 
识别 气味 分 子 ,并 将 其 转化 为 体内 电信 号 ,指导 昆虫 
产生 诸如 取 食 .交配 \ 产 卵 及 躲避 敌 害 等 一 系列 行 ; 
反应 (Gotzek et al., 2011; Brito et al., 2016) 。 目 前 
的 研究 认为 ,昆虫 的 嗅觉 识别 在 外 周 神经 水 平 上 需 
要 经 历 对 外 界 化 学 物质 分 子 的 分 辨 .筛选 结合 Ја 
输 及 嗅觉 受 体 激活 等 环节 ,最 终 完成 嗅觉 转 导 过 程 。 
而 这 一 过 程 , 需 要 多 种 嗅觉 蛋白 质 参 与 ,包括 昆虫 气 
味 结合 蛋白 ( odorant binding proteins ，OBPs ) ,气味 
降解 酶 (odorant degrading esterase, ODEs) 和 气味 受 
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体 (odorant receptors, ORs) , 离子 型 受 体 (ionotropic 
receptors, IRs) 以 及 感觉 神经 元 膜 蛋白 ( sensory 
neuron membrane proteins, SNMPs) ( Leal, 2013; Cui 
et al., 2018) 。 其 中 由 ORs 气味 受 体 介 导 的 气味 分 
子 与 触角 上 的 嗅觉 感 器 内 嗅觉 神经 元 的 专 一 性 结合 
是 嗅觉 识别 的 重要 基础 ( 乔 奇 等 ,2008 ) , 而 昆虫 
ОВР» 正 是 分 布 在 触角 嗅觉 神经 元 淋巴 液 中 的 主要 
ЖА. 

昆虫 OBPs 是 一 类 小 分 子 量 的 水 溶性 的 球状 蛋 
白 ,分 子 量 一 般 为 15 ~20 КО, ЕН 120 ~ 150 个 氨基 酸 
组 成 ,其 典型 特征 是 其 二 级 序列 中 存在 6 个 保守 的 
半 胱 氨 酸 (Cys) 形 成 3 对 二 硫 键 ,次 级 结构 一 般 折 
合成 6 个 a- 螺 旋 结 构 ,形成 圆锥 形 的 空 舱 结合 气味 
分 子 (Leal, 2013; Pelosi et al., 2018) ,具有 这 一 特 
性 的 OBPs 即 为 Classical-C OBPs。 近 年 来 随 着 基因 
组 和 转录 组 测序 技术 的 迅速 发 展 , 鳞 翅 目 (Zhu et 
al., 2013; Hu et al., 2016) ІН ( Dippel et al., 
2014; Gu et al., 2015) , XL% H (Не et al., 2016; 
Wang et al., 2017) , Ж Н (Zhou et al., 2015; 
Sheng et al., 2017) , НІН (Zhang et al., 2015; 
Jiang et al., 2017) #8 H (Xue et al., 2016; Cui et 
al., 2017) „ЗН (Niu et al., 2016; Li ZQ et al., 
2017) SIE BUR kR Z Eb rh WARA E A ЖАЗ 31] AE 
Zo BRT Classical-C ОВР» 外 ,还 包含 一 类 非典 型 的 
OBPs ,根据 保守 半 胱 氮 酸 数目 及 结构 , 可 分 为 : 
Minus-C OBPs(4 个 Cys) , Plus-C OBPs(8 个 Cys) 和 
Atypical OBPs( 10 个 Cys) 等 (Tsitsanou et al., 2013; 
Manoharan et al., 2013) , 

目前 的 研究 表明 ,大 多 数 昆虫 的 OBPs 特异 性 
地 表达 于 触角 中 (Ji et al., 2013; Yuan et al., 
2015), OBPs 能 够 识别 .结合 和 运输 特异 气味 分 子 ， 
tn: 28 3 ЕШ Drosophila melanogaster DmelOBP76a 
能 够 与 性 信息 素 顺 - 异 油 醇 乙酸 酯 强烈 结合 引起 成 
虫 的 聚集 行为 (Xu et al., 2005) ; Z& R HE Ectropis 
obliqua EobIGOBPI 能 结合 茶树 叶片 的 7 种 挥发 物 ， 
参与 对 茶树 挥发 物 的 信息 识别 ( 赵 春 等 , 2014) ; Bi 
Xi Acythosiphum pisum ApisOBP3 能 特异 结合 E-B- 
AE AES, 2011). 。 但 也 有 许多 研究 表明 , 昆 
虫 的 头 、 足 、 妈 等 也 分 布 有 少量 嗅觉 及 味觉 感 颖 ,如 
JEEP Helicoverpa assulta 和 ЖШ Helicoverpa 
armigera 共有 的 OBPIO 不 仪 在 触角 中 表达 ,还 存在 
雄性 的 精液 中 (Sun et al., 2012); ОВР» 还 参与 昆 
虫 的 其 他 生态 行为 及 生理 活动 ,如 : 巢 小 食 心 忠 
Grapholita molesta GmolOBP14 与 雌 虫 产 卵 场所 定位 










































































和 雄 虫 振 翅 释放 信息 素 等 行为 有 关 ( 陈 秀 琳 等 ， 
2018); Ishida & (2013) 证 实 黑 花 蝇 Phormia regina 
PregOBP56a 参与 食物 中 的 脂肪 酸 溶 解 和 运输 ,营养 
物质 运输 等 。 由 于 不 同 昆 虫 个 体 在 不 同 的 生长 发 育 
时 期 .不同 性别 .型 态 具 有 不 同 的 生命 活动 ,导致 与 
之 相关 的 ОВР» 的 表达 量 与 其 发 育 阶段 性别 也 密 
切 相关 (Zhang et al., 2012; Ohta et al., 2014; 张 治 
科 等 , 2016) 。 

本 研究 在 前 期 已 成 功 构 建 马铃薯 甲 虫 触角 转录 
组 ,并 鉴定 出 26 个 OBPs 编码 基因 的 基础 上 ( Liu et 
al., 2015) ,通过 对 OBPs 基因 的 特性 及 表达 谱 进 行 
了 分 析 和 测定 , 以 期 为 明确 马铃薯 甲 虫 OBPs 基因 
的 特性 及 其 在 在 嗅觉 中 可 能 的 功能 黄 定 基础 。 


























1 材料 与 方法 


1.1 供 试 虫 源 

马铃薯 甲虫 成 虫 于 2015 年 6 月 采 自 新 疆 乌 鲁 
木 齐 县 板 房 沟 乡 (87°21'17. 82"E, 43?30'46.07"N) ， 
供 试 马 铃 蔚 甲虫 在 实验 室 自然 环境 下 ,用 新 鲜 马 铃 
薯 叶片 饲养 于 养 虫 盒 内 。 选 取 马 铃 薯 甲虫 越冬 代 成 
虫 作为 供 试 虫 源 ,解剖 前 先 用 70% 酒精 清洗 虫 体 表 
ІШІ min, 然 后 用 灭 菌 水 冲洗 干净 。 利 用 无 菌 的 剪刀 
和 儿子 (Fine Science Tools, Foster City, CA, 美国 ) 
ot fg np 2 322 HI HEURE HE JN. Bf ff (100 个 ) „3 C 
除 触角 , 10 个 ) JR CS 个)、 腹 (5 4). CIO 个 ) 起 
(10 个 ) 共 12 个 组 织 样本 ,每 组 织 按 上 述 数 量 重复 
收集 3 份 样品 。 分 离 的 各 部 分 组 织 迅 速 置 于 含 1 
mL RNAlater( Ambion, Austin, TX, 美国 ) 的 1.5 mL 
离心 管 中 , 于 4%C 冰箱 中 过 夜 使 得 保护 液 浸透 组 织 
细胞 ,然后 用 干冰 保存 带 回 中 国 农 业 科 学 院 植 物 保 
护 研 究 所 实验 室内 , 置 于 -80% 的 冰箱 备用 。 
1.2 主要 试剂 

RNA 提取 试剂 Trizol 购 自 天 根 生化 科技 ( 北 
m) IRA n, PrimeScript RT Reagent Kit with 
gDNA Eraser, SYBR® Premix Ex Тад“ H (Tli 
RNaseH Plus) КОХ Plus 和 012000 DNA Marker 购 
H TaKaRa 公司 。 
1.3 主要 仪器 

涡 旋 振荡 仪 (QL-902) ,海门 市 其 林 贝 尔 仪器 制 
造 有 限 公 司 ; 低温 高 速 离心 机 (5415D ) Eppendorf 
公司 ; NanoDrop2000 微量 紫外 分 光 光 度 计 , 美 
Therno Scientific 公司 ; ABI7500 型 实时 荧光 定量 
PCR 仪 ,美国 Applied Biosystems 公司 。 
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1.4 引物 设计 和 合成 
根据 马铃薯 甲虫 成 虫 触角 转录 组 数据 信息 确定 
并 获得 马铃薯 甲虫 OBPs 基因 序列 (Liu et al., 


2015) ,利用 Primer Premier 5.0 软件 设计 引物 ,内参 
基因 (C4PD 和 7TUB) 引 物 由 实验 室 前 期 第 选 获 取 
CHET, 2013)( 表 1) ,引物 委托 Invitrogen 公司 合成 。 




















表 1 本 研究 所 用 引物 
Table 1 Primers used in the study 

基因 上 游 引 物 (5 -3') 下 游 引物 (5 -37) 产物 大 小 (bp) 

Gene Forward primer Reverse primer Product size 
LdecOBPl CGAGAAAGTGGAGCAGCACA ТССТСААССССААСААССТАСТС 162 
LdecOBP2 САСАСАСССАТСАААААСАСААСАС ТСССТТСТССТАССССАТТАТС 204 
LdecOBP3 ТСССАССААСААСТССАТСАААТА САТТАСАТТТСАССАСТТСАСССА 181 
LdecOBP4 TGAAGGATTCCCCACCGTTGAT GATTCACACAATGATTTACTGCCTGC 107 
LdecOBPS AAAGTCAAGGACAGTGATCCCGAA CCTCTTCTGCTCCTTTTATTCCACA 145 
LdecOBP6 CCTTTGGATTGGTTCAGGTGTG ACTTCCTCAAAACAGTCGCCAT 126 
LdecOBP7 CGTTTGCGAAGATCTGACCG ТТССТТАТСАСТССАСТАССТСТСС 129 
LdecOBP8 ATGGGTGGAATCAGAAGCAATG ССТСАСАСССАССААСАССТАСТ 116 
LdecOBP9 CGGGGGAAATCCAATACGAAT ССАТТТСТТСАСАССТСССАСТА 83 
LdecOBP10 GACGCTATGCTGAAAGGGAATT CCAGTCGAAGGACTTGTCGGT 108 
LdecOBP11 AAAGAAGCAGCTAGAGAATGGCA CCTCCTGGTATGATGAAACGACA 146 
LdecOBP12 ССТАСАСАТССССАСАТТСАСА САСССАТАССАСАТТССТСАТТС 142 
LdecOBP13 ССАТСАААССССАСССАААС ССТСААТСАТТССТТСТТССТСС 137 
LdecOBP14 СТТСАСАЛАСАААЛАСССССАСА TTTAGCAGCCTCAAACGCACTA 150 
LdecOBP15 CCAGAAGAGAAAGAAAGACTGAGGC САСТСТССТТСАСААСАССАСАТТТ 274 
LdecOBP16 ATCGCTTTCACGCCTGCTC TGTCCGCCCTCACACTTCTTA 119 
LdecOBP17 CTTGCCCTACCCACTTCCAT TATCCCTGGCTACCCCTTATCA 131 
LdecOBP18 AGGTTTGGGTGTTATGGATGACG GTTTCCTCGGGGCTGTCTTTTA 138 
LdecOBP19 СССАААСААСТТССССТСС ССТТССТТСАССАЛАССАСАСС 125 
LdecOBP20 АТТСССАССАТТССААСАСС ССАТСССАСАСАТСААСАСС 135 
LdecOBP21 AGAAAGAAGGGCTGATGAATGACTC ААСТССААСССАСТСТСТТСАСС 154 
LdecOBP22 СССТТСССТССАСТТТСАСА САССАСАТТССАССАССТТТС 119 
LdecOBP23 CACTTGAACCTGACGGAACAATAAA CGACACATTCCACTATTTTCGGTAA 123 
LdecOBP24 GCATAAAGGAAACCAAAATAGCAAA ССААТССТСТАААССАСТСАААТСТ 249 
LdecOBP25 AGAAAGTTCCTGATTCGCACCG AAGGCATCCCATCGTACCCA 120 
LdecOBP26 AGAAGCAGAGGTTGAAATAGAAAGC AAAGCACTGCGTGAACAGAAAAG 106 

GAPDH САТТССАСТСАСССАССАТТ CATATTTGCCCCAAGGAATG 372 
TUB CTGCCTCTTTGAGGTTCGAC TTACTGGGGCGTAAGTGACC 111 























马铃薯 甲虫 OBPs 序列 来 














1.5 马铃薯 甲虫 OBPs 多 序列 比 对 及 进化 分 析 
利用 SignallP 4. 1 ( http: // www. cbs. dtu. dk/ 
services/SignalP/ ) Ж Zk f& А Ў jl = $$ 3 H1 rà. OBPs 
的 信号 肽 ; 运用 ЕхРАбуСотрше pl/Mw ( https: // 
web. expasy. org/compute, pi/ ) 在 线程 序 预测 马铃薯 
甲虫 OBPs 的 分 子 量 和 等 电 点 ;运用 DNAMAN 
(6.0) 对 马铃薯 甲 虫 OBPs 氨基 酸 序 列 一 致 性 进行 
分 析 ; 分 别 选 取 来 自 4 个 鞘翅 目 昆 虫 的 120 个 ОВР» 
[ 赤 拟 谷 盗 T. castaneum, 46 个 OBPs( Dippel et al., 
2014) ; III Et КАХ 8 Dendroctonus ponderosae, 31 个 
OBPs( Andersson et al., 2013) ; 欧洲 云 杉 小 喜 Ips 


Liu 等 (2015 ) , OBP sequences were cited from Liu et al. (2015). 下 同 The same below. 


typographus , 15 个 OBPs( Andersson et al., 2013) ; ^ 
Zi HERI Galeruca daurica, 28 个 OBPs( Li L et al., 
2017 AHERE Hi R HY 26 个 LdecOBPs 构建 系统 发 
育 树 。 以 МАКЕТ v7. O( Katoh and Toh, 2008) 进行 
多 序列 比 对 , FastTree v2. 1. 软件 以 最 大 似 然 法 
( maximum likelihood) 默认 参数 构建 系统 发 育 树 , 最 
后 用 FigTree 软件 (http: // tree. bio. ed. ac. uk/ 
software/ figtree/ ) 对 系统 发 育 树 关键 分 支 进行 标记 。 
1.6 马铃薯 甲虫 总 RNA 的 提取 及 cDNA 第 1 链 
的 合成 

将 1.1 47 RNAlater 冻 存 的 马铃薯 甲虫 组 织 取 
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出 ,去 除 多 余 的 液体 ,迅速 放 入 已 预 冷 的 无 RNA |8 
的 研 钵 中 ,加 入 液 氮 并 迅速 研磨 ,根据 Trizol 提取 

RNA 说 明 书 提取 各 组 织 样本 的 RNA, 加 入 适量 

ПЕРС 水 溶解 沉淀 。 结 合 微量 紫外 分 光 光 度 仪 和 琼 
和 糖 凝 胶 电 泳 检 测 总 RNA 的 质量 和 浓度 。 

按照 PrimeScript™ RT Reagent Kit with gDNA 
Eraser 说 明 书 去 除 RNA 中 的 基因 组 DNA , € JA 
cDNA 第 1 链 ,作为 RT-PCR 的 模板 。 具 体操 作 方 法 
按照 试剂 盒 说 明 书 进行 。 

1.7 马铃薯 甲虫 OBPs 基因 时 空 表 达 的 qRT-PCR 
测定 

以 1.6 节 合 成 的 马 铃 蓝 甲虫 瞧 雄 成 虫 触 角 、 头 
(去 除 触角 ) J . 腹 、 足 和 翅 等 不 同 组 织 的 cDNA 为 
模板 ,ABI 7500 型 实时 殉 光 定量 PCR 仪 扩 增 基因 。 
根据 SYBR® Premix Ex Tag™ H ( Tli RNaseH Plus), 
КОХ Plus 试剂 盒 说 明 书 , 冰 上 操作 。 扩 增 体系 为 20 
uL: cDNA 模板 2 uL, SYBR9 Premix Ex Тад“ ПП 
(2x) Mix 10 kmL， 上 下 游 引物 (10 pmol/L) 4& 0.5 
pL, JH DEPC 水 补足 。PCR 反应 条 件 : 95% 30 
s; 95% 5 в, 60% 40 s, 45 个 循环 。 以 雌性 触角 的 
ОВР 表达 量 作为 对 照 ; 每 组 织 含 3 个 生物 学 重复 样 
品 ,每 样品 重复 测定 3 次 。 

ОЙН т ОВР 基因 在 不 同 组 织 中 的 相对 表 
达 量 通过 2-** 值 法 进行 计算 ,其 中 : АО = Cra - 
Ctnw 参 基因 ;AACt = ACts – ACtsimy o 
1.8 数据 分 析 

利用 SAS 9. 2(SAS Institute Inc., Cary, NC, Æ 
国 ) 软 件 , 采 用 单 因素 方差 ( One-way, ANOVA, LSD 
分 析 法 ) 分 析 马 铃 昔 甲虫 的 26 个 ОВР 基因 的 表达 
量 在 不 同 组 织 间 的 差异 显著 性 ;采用 两 样本 平均 数 
成 组 法 上 检验 (ttest) 4) Br E 4$ 28: H1 n й) 26 个 OBP 
基因 的 表达 量 在 某 一 组 织 中 雌雄 成 虫 之 间 的 差异 显 
车 性 。 



























































2 结果 


2.1 马铃薯 甲虫 OBPs 序列 分 析 及 鉴定 

由 表 2 可 知 , 除 LdecOBP26 外 , 马 铃 募 甲虫 25 
个 OBP 基因 均 具 有 完整 的 开放 阅读 框 ,编码 120 ~ 
255 个 氨基 酸 残 基 (aa), 预 测 的 蛋白 分 子 量 为 
13.66 ~29.38 kD ,等 电 点 为 4.12 ~8.42。 除 LdecOBP3 
fll LdecOBP26 以 外 ,每 个 ОВР 序列 N 端 均 有 16 ~ 
23 个 氨基 酸 组 成 的 信号 肽 序列 。 其 中 ，LdecOBP1 
编码 255 个 氨基 酸 残 基 ,N mA 20 个 氨基 酸 组 成 的 








言 号 肽 序列 ,其 分 子 量 最 大 ,为 29.38 kD ,等 电 点 为 
5.70;LdecOBP15 编码 134 个 氨基 酸 残 基 ,N 端 有 16 
个 氨基 酸 组 成 的 信号 肽 序列 ,分 子 量 为 15.53 Кр, 
其 等 电 点 为 8.17。 

根据 ОВР» 保守 的 Cys 残 基数 目 和 多 序列 比 对 

发 现 , 马 铃 车 甲虫 的 OBPs 均 具 有 典型 保守 结构 域 
(图 1) ,其 中 13 4-(ІЛесОВРІ, 2, 4, 5, 9, 10, 12, 
13, 16, 20, 22 - 24) 属于 Classical-C 亚 家 族 , 12 个 
(LdecOBP3, 6-8, 11, 14, 15, 17 - 19, 21, 25 ) 必 
于 Minus-C 亚 家 族 。 在 鉴定 的 Classical-C OBPs rp, 
编码 区 由 132 ~ 176 个 氨基 酸 组 成 ,属于 长 链 ОВР» 
(KA 140 aa) ,6 个 保守 的 Cys 残 基 符 合 C1-X5, 5- 
C2-X,-C3-X,4, 4-СА-Х, ,-C5-X,-C6 的 通 式 。 在 鉴定 
的 Minus-C ОВР» 中 ,其 编码 区 由 120 ~ 149 个 氨基 
酸 组 成 ,属于 中 链 ( 约 120 aa) 和 长 链 OBPs (大约 
140 aa) ,4 个 保守 的 Cys 残 基 符 合 C1-X30-C2-Xy 40- 
C3-X,, ,,-C4 的 通 式 。 

2.2 马铃薯 甲虫 OBPs 基因 进化 分 析 

甬 过 序列 比 对 计算 马铃薯 甲虫 26 个 ОВР» 34, 
基 酸 序列 之 间 的 一 致 性 发 现 ,不 同 序列 间 的 一 致 性 
相对 较 低 ,在 3.20% ~ 41. 9190 (3:3). ЖЖ, 
LdecOBP13 和 LdecOBP20 氨基 酸 序列 一 致 性 最 高 ， 

达 41.9196; 其 次 是 LedcOBP3 和 LdecOBP6, 
LdecOBP6 和 LdecOBP7, 以 及 LdecOBP11 和 
LdecOBP6, 氨基 酸 序列 一 致 性 分 别 达 48. 0296 , 
24. 6796 4129. 53% 。 

ИУ НМА 4 ЖӨНІН ІҢ ЗЕ 146 
个 ОВР» 构建 了 系统 发 育 树 ( 图 2) 。 由 图 2 可 知 , 马 
铃 暮 甲虫 OBPs 分 布 在 各 分 校 中 ,与 其 他 鞘翅 目 昆 虫 
形成 亚 家 族 OBPs , 且 没 有 形成 单个 进化 枝 。 其 中 ,有 
3 对 LdecOBPs ( LdecOBP6/LdecOBP3, LdecOBP7/ 

LdecOBP11, LdecOBP22/LdecOBP23 ) 聚 类 到 同一 分 
枝 ,8 对 LdecOBPs/ GaduOBPs ( LdecOBP2/ GaduOBPI2 , 
LdecOBP4/ GaduOBPIl1 , LdecOBPS/ GaduOBP2, LdecOBP9/ 
GaduOBP3, LdecOBPIO/ GaduOBP6, I decOBPIA/ GaduOBPIS, 
LdecOBP20/GaduOBP5 , LdecOBP24/ GaduOBP4 ) , 2 
对 LdecOBPs/TcasOBPs ( LdecOBPIG/TcasOBPI5 和 
LdecOBP26/TcasOBP11) , 1 对 LdecOBP17/Dponl19 
和 1 对 LdecOBP21/ItypOBPS 分 别 聚 类 到 同一 个 分 
枝 。LdecOBP1, 8, 12, 13, 15, 18, 19 和 25 没有 与 
其 他 物种 聚 类 到 同一 个 分 枝 。LdecOBP3， 
LdecOBP6, LdecOBP7 和 LdecOBP11 组 成 一 个 特殊 
的 分 枝 , 与 其 他 物种 的 OBPs 分 离 。 
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R2 马铃薯 甲虫 LdecOBPs 序列 分 析 


Table 2 Sequence analysis of LdecOBPs of Leptinotarsa decemlineata 




















ARRA 冒号 肽 长 度 (aa 等 电 点 
OBPs 2. | 分 于 量 ( kD) ; 

acids length шаны point 

LdecOBPI 255 20 29.38 5.70 
LdecOBP2 248 18 27.78 4.82 
LdecOBP4 176 20 19.84 6.04 
LdecOBP5 159 25 17.70 4.61 
LdecOBP9 143 25 16.43 4.83 
LdecOBP10 143 20 16.21 8.42 
LdecOBP12 139 18 15. 80 6.40 
LdecOBP13 136 21 15.12 4.74 
LdecOBP20 131 16 14.46 4.12 
LdecOBP22 128 20 14.47 4.80 
LdecOBP23 125 20 13.97 4.93 
LdecOBP24 122 23 13.66 4.33 
LdecOBP6 149 19 17.08 4. 86 
LdecOBP7 144 19 16.74 5.93 
LdecOBP8 143 20 16.31 5.58 
LdecOBPI 1 142 16 16.46 6.51 
LdecOBP14 135 17 15.33 6.74 
LdecOBP15 134 16 15.53 8.17 
LdecOBP17 133 17 14.71 7.66 
LdecOBP18 132 18 14.58 4.81 
LdecOBPI9 132 18 14.35 6.13 
LdecOBP21 130 19 14. 46 5.69 
LdecOBP25 120 20 12.90 6.89 
LdecOBP3 176 无 None 20.82 5.73 
LdecOBP16 133 21 14.49 9.42 
LdecOBP26 67 无 None 79. 56 4.32 





2.3 LdecOBPs 基因 的 组 织 表 达 分 析 

通过 采用 qRT-PCR 技术 对 26 个 LdecOBPs 基 
因 在 马 铃 莫 甲 虫 不 同性 别 、 成 虫 不 同 组 织 中 的 表达 
进行 人 研究 。Ldec0BP2, LdecOBPA,  LdecOBP6, 
LdecOBP9, LdecOBP10, LdecOBP12, LdecOBP!13, 
LdecOBP16, LdecOBP20 - 22 和 LdecOBP24 基因 在 
马铃薯 甲虫 的 肉 雄 成 虫 触角 中 的 相对 表达 量 显著 高 
于 在 其 他 组 织 中 的 相对 表达 量 (P < 0. 0001) (图 
3), Hif, LdecOBP9 , LdecOBP13 和 LdecOBP20 JL 
乎 只 在 马铃薯 甲虫 成 虫 雌 雄 触角 中 表达 ,在 其 他 组 
织 中 几乎 检测 不 到 ;Ldec0BP4 和 LdecOBP6 在 马 铃 
暮 甲 虫 触 角 以 外 的 头 、 胸 、. 组 和 翅 中 均 有 极 少 或 微量 
Kiko KR LdecOBP2A 以 外 ,其 余 LdecOBPs 基因 在 
雄 成 虫 触角 中 的 表达 量 显 著 高 于 上 肉 成 虫 触角 , 且 绝 
大 部 分 的 差异 达 极 显著 (P <0.0001)。 



















































































LdecOBPS 和 Ldec0BP17 在 马 铃 昔 甲虫 足 中 的 
相对 表达 量 显著 高 于 其 他 组 织 (P < 0. 0001) (图 
4), Ж, LdecOBP5 在 足 中 的 相对 表达 量 几 乎 是 
触角 中 相对 表达 量 的 5 倍 ; LdecOBPYT 在 足 中 特异 
性 表达 ,相对 表达 量 是 触角 中 的 2 000 多 倍 , 存 在 性 
别 差 异 (1=16.06, P<0.0001)。 这 两 个 基因 在 其 
他 组 织 中 表达 量 较 低 或 几乎 检测 不 到 。 

LdecOBP1, LdecOBP3, LdecOBP7, LdecOBPS, 
LdecOBP11, LdecOBP14, LdecOBP15, LdecOBP18, 
LdecOBP19, LdecOBP23, LdecOBP25 和 LdecOBP26 
基因 在 马铃薯 甲虫 多 个 组 织 中 均 有 表达 (图 5)。 其 
中 LdecOBP1, LdecOBP7, LdecOBP8, LdecOBPll, 
LdecOBP14 , LdecOBP15 , LdecOBP18 , LdecOBP19 和 
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LdecOBP25 在 触角 中 的 相对 表达 量 显著 高 于 其 他 组 
织 部 位 的 表达 量 ,，Ldec0BP3，Ldec0BP23 和 
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LdécOBPi^ = 00 boe сы А ов EO V омон MNSIHEEKRDIKRACFKDITGKEKHBROERRBGPRENLFDPFNCERVEQ 49 
LdecOBP2 MTSESSSRNEPSKGEDSESESEEEELRSTTSMPRSGENGKLARIKRAKSVLKNQQPISKKTGRDTDERERTDDSDLSEHIJSRDGH..DSHENEGNELSEGTTETS 103 
和 MBRNSIYLYGVFFIFVTIDAKHTEVNRCDIPPTAPRRIEEIINH 76 
LdecOBP5 .MEQFIENSKMRSFIAFALLIVATQARLDPELVQELMERLTEAAANBGERI..KPSSEDISKLLSHEVP......... 66 

Q | raecopps ..MLHQCSKMFYKSFSFIMVCAALSYAIKLPSELQEYVDDLHKIBISQOS..GISEDDYLAYDVENNP... 63 

= | IdecOBPlO 01.1 cua rU RR rnv EDU MMRESIFILCLSLVTHY.AVSEMTEKQOIKATKELIRNTBCNES..KAPTEELDAMLKGNED... 58 

本 MKHTTILLLTLGILS....VIGLNEKOMDAAVEMVENVIBKPKT. . KATDADIDKMHOGDWN. . . 55 

Un |: XdecOBPI3 uyu k A recie us MLMKFCVLLLGFIISNRGVLGLSEE .MQELANMLEMTBVDET. .GAKEDDILNARKGIFA... 57 

5 | raecosP20 ...MEPLILVGELLC..GVYGITEE.QQOIMDSLHAHEBISQT..GVSEDLIVNARNGDES... 52 

g | Lascosp22 ...MIVLNALVIVILAQILLTAAEPEVREYPSEIKEBLEEV..NVKIEDVIDPKKGNEL... 54 
er M: "EE MIPSIICVISILAQTILLVNSQ..... CLENYKEBLEMN..NLTIDDLKPYKYGDEL.. 49 
©  Siabnapriapy neinna aAA ATAS MSTTRMFTAELIVVVILISDIYCAPP..NSSNITVKDHEBIKET..RIAKERVDEIERNPDAG. ыз 59 
LdecOBPl6 ...ENMIVEIYWVYIVLALSSSLGARTGIKQLTOILSPKKSLGNBAADT..GATLADIESLKAKTIP......... 62 
LdecOBP6 ...MNRIIIFALVSIGLSVTYAYIKEEDFGER.LSNLAKEWHKHBDTIV..GLLDTELSELKNGNEDIFDER.... 66 
LdecOBP7 ....MWSVIEIFLVTFFIWSTGARVISEIYDAIQLNELEKWHDWBEDVT..GVTDEEVANMQNGNET......... 61 
LdecoBP8 ..MEKLISSLVVILTISQSVVALLSREDFGER.LLEVASMLHNHRBIIRKS..GVNEVSIEGIAHGNEV... 62 

с LdecOBPll ...MHWLVMLAIIFAGTSAADAYIGERDLEKSP.MKEAAREWHDHBIVIT..GAAERDIBRIGHGDEN... 61 

Ф ІЛЕСОВРІЯ ааа ан е кы V Es ENG T Қ ede pio MGSFVLFLLALIALAHTQELTEE.QKVEKIMEYNKE[SMEET. .KVAMEVVLEAAEGVYVD.. 56 
8 LdecOBP15 -.MKTILIFFCVAIAAMAHQITPEE..KERLRQVYLABSOSDP..RTYCDEDLLRRELGENAE.. 55 

Mz LdecOBP17 -.MRICILIFLVFVSEVESQMIPPN.QLATLMRYHREBORRT..GISDNVAMGIAAGREP... 55 

= LdecOBP18 .MNEVAIVLFVAFAAVAISKPLSEE .ELEKLVDLNREBAKTS. .GVDEDTLKKLEGDIEYP. . 57 
LdecOBP19 -.MKELVALVFAVAVSSAQAQNTEQ..QEKLEQBHVEBBAKCV. .PVDKELVERAGKGDEVD.. 55 
LdecOBP21 ..MEVSLVALIVCASIPGKWCLSDD.SKQMMMEIHNABLAES..GVSPDIIGEMMOGEFID........ 56 
LdecOBP25 MKCIAVEVVVILALABAGESDRE....EAERYHLEBCR........ DPASRIGEGAGP......... 46 
LdecOBP3  ........... LRSSKEYIKSPFEWEMILKTCFSKDENLLYEMIIYKWLKIASSSVRILME.QDFNEK.LYNFCKEKWHERRDIIA..GISDEELDEIKNGNFDGEDEQ.... 93 

А 

СІ 
LdecOBPl .. agRDM1 Brod vGoRLNFIDTDGNVKPEDFERYMKKVLEKEDYLLPLQERIISTBLEEVENSTOKAAP IVIAIKLDIFKNIQLNCPEDRIKD.. 146 
LdecOBP2 ..SDSSENÍ [BVLECLNMIDDNGLPERTKLSEELLKS.ATGRELRNFLOETTDEBFQEMNEETDMDS. GYSTRLVIBLAERGRANCADWPAGGLP 197 
LdecOBP4 TDDERRIAGB:L QE VYREMNAVREEGFPTVDG.LVSLYTEGISCRDYILATMOAVNBBVNBAQRKHLITPQSISEHCKTBIIAYDVEIBVSDDIGRYCGQT...... 176 
C | LaecoBps ...DSTEGRIBALIBVNOELGFEKEDGSIDFENGKIIMDEVRDSDEEIFNKLFEVYKHIRSQIDYIVADDP.......... TSANLATPGIKGAEEEGISFDLGSM. 159 
"d LdecOBPS - . . HDORLQI NLMLEAFWMNSAGEIQYEF....IIES..AHPEIKDLLVAALNEBRNIEDGGN.... „ЦЕ КАЗМЕММҮҮАГРУМНЕІІ...... 143 
© | LaecoBP10 ...QSKAAQ] NIMNTYKLLRTDNSFDWEAGIKALKAN..APERIAGPGSISIENBKDAMKTTNDRE.. .BAGSMEIAERIYKDNPENYELP...... 143 
“т | LdecoBPi2 ...IDHPAM BALNMYRLMNPDNTEFNHESAMAQVRKQ...LPESFKGPTEICMERBKDAAVTLDDR.. JBIAAYELSHEMYFCNPERYELP...... 139 
8 | raecoppis ...DDNNLK] NIMACMACIDEEGIIDEEA....TIAV..LPEEYRAKAAPIIKEBGTEKGS... ..TPBINAWLTHHBYOGEAPEDYILV...... 136 

C | І4есовр20 ..EDNELE| NIFEELGALEDDGSIDVDG....MIAI..LPDEIKETATPIFTEBGTQAGV... ..DVIIAIFQTHHEYYAGNPQOMYELP. 131 
LdecOBP22  ....NENOLB:LHEVMEKTGRLESDGSVDEDN...LDACK..IFSEMPEDAKENAKDBLKEMEN... .VVEBADMERFVMSEGKIEL....... 128 
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图 1 马铃薯 甲虫 











Fig. 1 





LdecOBPs 氨基 酸 序列 比 对 


Amino acid sequence alignment of LdecOBPs of Leptinotarsa decemlineata 


6 个 保守 的 半 胱 氨 酸 残 基 分 别 以 C1 - C6 标记 。The six conserved cysteines are indicated with C1 — C6, respectively. 








LdecOBP26 分 别 在 雌性 成 虫 翅 .雌性 成 虫 去 除 触角 
的 头 和 雄性 成 虫 胸中 表达 量 较 高 。 除 Ldec0BP1， 
LdecOBP11 和 LdecOBP26 外 ,其 他 OBP 基因 在 雄性 
触角 中 的 相对 表达 量 均 大 于 雌性 ; 除 Ldec0BP15 和 
LdecOBP23 以 外 , 均 存 在 性 别 差 异 , 且 绝 大 部 分 达到 
极 显 车 水 平 (P <0.001), 





з 讨论 


Е ОВР» 序列 在 昆虫 种 间 和 种 内 高 度 分 化 ， 
相似 性 非常 低 。 通 过 计算 比较 马 铃 车 甲虫 26 个 
LdecOBPs 序列 之 间 的 相似 度 发 现 , 不 同 序列 间 一 至 
性 非常 低 ,在 3.20% ~ 41. 91% ,种 内 高 度 特 化 , 推 
测 马 铃 昔 甲 虫 体 内 不 同 ОВР» 可 能 具有 不 同 的 功 
ВЕ. 昆虫 OBPs 依据 氨基 酸 序列 中 Cys 的 数量 进行 
分 类 ,本 研究 将 25 个 LdecOBPs 归 为 两 个 亚 家 族 , 其 
中 13 个 为 Classical-C OBPs, 12 个 为 Minus-C 
0OBPs。 有 研究 表明 鞘翅 目 昆 虫 触角 中 更 多 地 分 布 





Tr 





Minus-C OBPs (Æ 3, 2017) ,在 马铃薯 甲虫 的 
ОВР» 分 类 中 也 证 明 这 一 观点 。 其 中 , Classical-C 
OBPs 具有 典型 的 6 个 Cys 位 点 ,而 Minus-C OBPs 
在 进化 程度 上 相对 原始 ,具有 4 个 典型 的 Cys 位 点 ， 
这 些 LdecOBPs 序列 中 更 多 保守 的 Cys 残 基 有 助 于 
形成 更 多 的 二 硫 键 来 维持 蛋白 的 空间 结构 ,有 利于 
蛋 昌 与 气味 分 子 的 特异 性 识别 ( Vieira and Rozas, 
2011) ,其 具体 的 嗅觉 生理 功能 有 竺 于 进一步 的 研究 。 

系统 进化 树 分 析 显 示 ,马铃薯 甲虫 LdecOBPs 
Lib Zi z H HI GdauOBPs 杂 缘 关系 最 近 , 有 8 对 
LdecOBPs/ GaduOBPs 聚 类 到 同一 分 枝 上 ,表明 这 些 
ОВР» 起 着 同 源 化 学 感受 功能 。 马 铃 薯 甲虫 和 沙 答 
莹 叶 甲 均 属于 叶 甲 科 , 近 缘 关 系 较 近 。 但 是 在 两 物 
种 间 也 存在 这 差异 ,主要 是 由 于 独特 的 化 学 感受 系 
统 适 应 不 同 的 环境 导致 。 另 外 发 现 马铃薯 甲 虫 存在 
由 LdecOBP3, LdecOBP6, LdecOBP7 和 LdecOBP11 
组 成 特殊 的 分 校 ,与 其 他 物种 的 ОВР» 分 离 , 这 些 
ОВР» 可 能 在 马铃薯 甲 虫 发 挥 独特 的 作用 。 
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Fig. 2 Phylogenetic tree of OBPs from Leptinotarsa decemlineata and other coleopteran insects based on the amino acid sequence 


OBPs 来 源 物种 及 GenBank 登录 号 或 参考 文献 出 处 Origin species of OBPs and their GenBank accession numbers or reference source; Ldec; 204% H 





H Leptinotarsa decemlineata, LdecOBP1 - 26, Liu et al., 2015; Dpon: Il AK JN Dendroctonus ponderosae, DponOBP1; AEE62853; DponOBP2: 


АС105158; DponOBP3: АС105174; ПропОВР4; АС105167; DponOBP5; AF145059; DponOBP6: АС105177; DponOBP7: JAA74496; ПропОВР8; 


АС105175; ПропОВР9; АС105185; DponOBP10 : 
DponOBP14: AFI45057; ПропОВР15; АҒМ5060; 
АС105183; DponOBP20: АС105168; ПропОВР21; 
DponOBP26: АС105179; ПропОВР27; АС105187; 


АҒМ5063; ПропОВР11; АС105181; ПропОВР12; AF145058; ПропОВРІЗ; АС105170; 
DponOBP16: АС105186; ПропОВР17; ЈАА74503; рропОВРІ8; AFI45062; ПропОВР19; 
АС105159; ПропОВР22; АС105180; рропОВР23; АҒМ5061; ПропОВР25; АЕЕ62225; 
ПропОВР28; АС105178; DponOBP29; АС105182; ПропОВР30: АС105176; DponOBP31: 


АС105165; DponOBP32; JAA74500. Тсав: ЗИЯ Tribolium castaneum, ТсаѕОВРІ : EFA05678; TcasOBP2; EFA05676; TcasOBP3; EFA05675; 
TcasOBP4: EFA05742; TcasOBP5 : EFA05677; ТсавОВР6: EFA04594; ТсавОВР7; EFA04593; TcasOBP8: EFA04687; TcasOBPO; ЕКА10713; 


ТсазОВР10: EFA07542; TcasOBP11 : ЕЕА05695; 
EFA12066; TcasOBP16; EFA02853; TcasOBP17 : 


TcasOBP12 : 
EFA02861; TcasOBPI8: 


EFA02857; TcasOBP13: ЕҒА02858; ТсаѕОВР14; EFA02914; TcasOBP135 : 
EFA02860; ТсаѕОВР19; ЕҒА02960; ТсавОВР20: EFA005793; 


TeasOBP21: ЕҒА09215; ТсаѕОВР23; ЕҒА10803; TcasOBP24: EFA04576; TcasOBP25; EFA04747; ТсазОВР26; EFA04746; ТсазОВРСО1: 


ЕҒА07544; TcasOBPCO2; ЕҒА02860; TcasOBPCO3 ; 
ТсазОВРСО7; EFA07547; TcasOBPCO8 : EFA07638 ; 
EFZ97740; TcasOBPCI3; EFZ97789; TcasOBPC14 : 
TeasOBPC20: EFA01425 ; ТсавОВРС21; EFA07491 ; 


EFA07546; TcasOBPCO4; ЕҒА07430; TcasOBPCO5; ЕҒА07543; TcasOBPCO6: EFA07548; 
ТсавОВРС09: EFA07429 ; TcasOBPCIO: EFZ97741; ТсазОВРС11: EFZ97739; TcasOBPC12 : 
EFA07518; ТсазОВРС15; EFA02826; ТсавОВРС16: EFA02889; TcasOBPC17 : EFA02890; 
OC =Z ДМ Нур: Ips typographus, ПурОВРІ -15: JAA74388 - JAA74402. Gdau: ЎР А 


HH Galeruca daurica, GdauOBP1 - 29; KX900453 - KX900481 . 


МЕНЯ 12 个 LdecOBPs 基因 在 成 虫 触 角 
中 特异 性 表达 , 这 符合 ОВР» 作为 载体 运载 触角 淋 
巴 液 运输 脂 溶性 的 功能 相 一 致 (Leal，2013 ) 。 鉴 于 
推测 这 些 LdecOBPs 参 


触角 是 最 重要 的 嗅觉 组 织 ， 





与 马铃薯 甲虫 的 气味 的 结合 和 和 运输。 本 研究 中 除了 
LdecOBP 和 Ldec0BP26 以 外 ,其 他 24 个 LdecOBPs 
基因 雄性 触角 上 的 表达 量 均 高 于 上 肉 性 。OBP 基因 
这 种 性 别 偏向 型 表达 模式 也 见于 管 氏 肿 腿 蜂 
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图 3 在 马铃薯 甲虫 成 虫 触 角 中 高 表达 的 OBP 基因 
Fig. 3 OBP genes highly expressed in antennae of Leptinotarsa decemlineata adults 
An; 触角 Antennae; Н: 头 ( 去 除 触角 ) Head (with antennae removed) ; Т: 胸 Thorax; Ab: Hš Abdomen; L; Æ Legs; W: Ж Wings. GAPDH Ж TUB 
作为 内 参 基 因 进 行 校正 各 组 织 的 表达 量 , 目的 基因 在 雌性 触角 中 表达 量 作为 参照 。 图 中 数据 为 平均 值 FETA НЕ БАКИ Ја 
示 目 的 基因 在 雌性 和 雄性 不 同 组 织 中 的 相对 表达 量 差异 显著 (LSD 法 多 重 比较 , P «0.05) , 单 星 号 和 双星 号 表示 目的 基因 在 同一 组 织 的 相对 
表达 量 雌雄 间 差 异 显著 (i 检验, “P<0.05; “P<0.01)。 下 同 。GAPDH and TUB were used as the reference genes. The expression levels of target 





genes were normalized that in the antennae. The data in the figure are mean + SE. Different capital and small letters above bars indicate 


significant 


difference in relative expression levels of female and male adults between different tissues, respectively (LSD, P <0.05), and the asterisk and double 





asterisk indicate significant difference between male and female in the same tissue (t-test, * P «0.05; ** P<0.01). The same below. 
Scleroderma guani ( Li et al., 2015), Jk $H fX MR 能 参与 其 他 组 织 的 生理 功能 ,如 食物 中 的 脂肪 酸 溶 
Spodoptera littoralis( Poivet et al., 2013 ) 和 梨 小 食 心 解 (Ishida et al., 2013) ,营养 物质 运输 ( Ribeiro et 
虫 ( 陈 秀 琳 等 , 2018) 的 研究 报道 中 ,表明 雄性 中 高 , 2014) ,味觉 物质 的 识别 等 ( Jeong et al., 2013) , 
表达 的 OBPs 可 能 有 利于 马 铃 车 甲虫 雄性 成 虫 非 常 。 而 且 这 些 OBPs 所 承担 的 生理 功能 和 其 组 织 分 布 都 


敏感 并 有 选择 
植物 挥发 物 。 
研究 表明 ,OBPs 除了 参与 气味 结合 以 外 ,还 





性 地 感知 雌性 释放 的 性 信息 素 或 寄主 。 是 相 一 致 的 。 马 铃 莫 甲虫 的 部 分 LdecOBPs 


的 表达 量 。 





基因 在 


各 组 织 中 均 有 表达 ,日 在 触角 以 外 的 组 织 中 均 有 较 高 
如 LdecOBP3, LdecOBP23 和 LdecOBP26 分 
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图 4 在 马铃薯 甲 
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Fig. 4 OBP genes highly expressed in legs of Leptinotarsa decemlineata adults 
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在 马 铃 葛 甲 虫 成 贝多 个 组 织 中 表达 的 OBPs 基因 
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Fig. 5 OBP genes expressed in several tissues of Leptinotarsa decemlineata adults 




















别 在 肉 成 虫 翅 . 雌 成 虫 去 除 触角 的 头 和 雄 成 虫 胸部 
表达 量 较 高 , ІдесОВР5 和 LdecOBPY7 在 足 部 高 表 
ІХ, LdecOBP3 在 这 中 高 表达 ,类 似 现象 也 出 现在 苹 


Жл J E Agrilus mali (Cui et al., 2018) | ffi 22 tH 
(Li et al., 2013) MHIR Spodoptera exigua ( Liu et 


al., 2015) 125 (Ма et al., 2016) 等 昆虫 中 。 昆 
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虫 怒 也 分 布 有 化 学 感受 右 官 (Cui et al., 2018) , 推 
01] LdecOBP3 可 能 分 布 在 马铃薯 甲虫 这 上 的 化 学 感 
受 器 上 , 具体 功能 有 待 进一步 研究 。 相 对 于 
Classical-C OBPs, Minus-C OBPs 在 一 个 物种 的 各 组 
织 中 高 度 表 达 , Ht HB d» Classical-C OBPs 和 
Minus-C OBPs 的 组 织 表 达 分 布 基本 符合 这 一 规律 。 
具有 不 同 生理 功能 的 气味 结合 蛋白 在 调节 马 铃 暮 甲 
虫 生命 活动 过 程 中 作用 的 关键 部 位 也 不 相同 , 故 在 
马铃薯 甲虫 的 不 同 组 织 中 表达 水 平 不 同 , 有 的 组 织 
其 至 儿 乎 检测 不 到 表达 量 ,也 进一步 说 明 这 些 组 织 
可 能 不 是 马 铃 葛 甲虫 气味 结合 蛋白 作用 的 重要 部 位 。 

但 对 于 OBP 在 马 铃 草 甲虫 中 的 具体 功能 ,在 今 
后 的 研究 中 ,还 需要 利用 奖 光 竞争 结合 实验 、 免 疫 组 
织 化 学 技术 及 RNAi 等 技术 手段 对 OBPs 在 马铃薯 
甲虫 化 学 识别 中 的 功能 进行 深入 研究 ,以 期 为 设计 
马 铃 草 甲虫 的 行为 调节 剂 、 寄 主 定位 和 产 卵 地 选择 
等 的 组 标 基因 提供 理论 基础 。 
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